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Herr Professor Dr.med, Dr.h.c. Wolf-Georg Forssmann 
in Hannover/Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der 
Bezeichnung 

"Verfahren zur Gewinnung und Anwendung eines bio- 
logisch aktiven Eiweisstof f es - Kollagenf ragment 
HF-COLL- 18/514cf - in partiell auf gereinigter 
und synthetischer Form aus Korperf liissigkeiten 
zur Beeinf lussung des Zellwachs turns und der 
Diagnose von Kollagenerkrankungen sowie der 
Osteoporose" 

am 22. April 1996 beim Deutschen Patentamt eingereicht. 

Das angeheftete Stuck ist eine richtige und genaue wieder- 
gabe der urspriinglichen Unterlage dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die Symbole 
C 07 K, A 61 K und G 01 N der Internationalen Patentklassif ika- 
tion erhalten. 
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Patentantrag 

Verfahren zur Gewionung und Anwendung eines biologisch aktiven EiweisstofTes - 
Kollagenfragment HF-COIX-18/514cf - in partiell aufgereinigter und synthetischer 
Form aus Korperflussigkeiten zur Beeinflussung des Zellwacbstums und der 
Diagnose von KoUagenerkrankungen sowie der Osteoporose. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betriffi ein Vcrfahren zur Gewinnung eines EiweisstofTes in reiner Oder 
partiell aufgcreinigter Form aus menschlichen KOrperflQssigkeiten, der die F&higkeit 
besitzi, das Wachstum von Zellen zu beeinflussen. Dieser StoflF ist dadurch 
gekennzeichnet, daO er insbesondere aus Hamofiltrat oder Hamodialysat, das aus 
menschlichem Blut abfiltriert wird, gewonnen werden kann. Der Stoff ist als HF-COLl^ 
18/514cf bezeichnet und kann zum Zwecke (1) der Analyse von Erkrankungen, (2) zur 
medizinischen und gewerblichen Verwendung als Medikament benutzt werden. 

Der Stoff HF-COLL-1 8/5 14cf wurde erstnuls aus dem HemofiUrai Nierenkranker nach 
Ultrafiltration am Hemodialyseapparat gewonnen und wurde nach seiner molekularen 
Masse und den 30 Aminosauren des N-Terminus charakterisiert. Zur Darstellung des HF- 
COLL-1 8/5 14cf wurde ein patentiertes Verfahren (Forssmann, 1988; Oflfenlegungsschrift 
DE 3633707A1) verfeinert, welches zuvor fUr Gewinnung von EiweiBstuffen aus 
Hemofiltrat erfiinden wurde, Aus den mit diesem Verfahren gewonnenen Molekalen von 
einem Molukulargewicht unter 20 Kilodalton, die bei veno-venoser oder anerio-vendser 
Shuntverbindung abfiltriert werden, konnen die das HF-COLL-18/514cf enthaltende 
Fraktioiien uberraschenderweise durch Massenspektrometrie erkannt werden. Es wurde 
weiter festgestellt, daB bei speziellen weiieren Verfahren diese Substanz 
erstaunlicherweise derart aufgereinigi werden konnte, bis schlieBlich ein einheitlicher 
EiweiBstoff identifiziert und in seiner Struktur aufgeklArt wurde. Der Stoff ist 
aberraschenderweise eine Variame eines Fragmentes von einem Protein, wobei das Protein 
bisher ledigUch auf cDNA-Ebene bekanni ist (Oh et al., 1994. Genomics Vol. 19, S. 494), 
Der Wert dieser Erfindung ist dadurch gekennzeichnet, daB dieser StofF aus dem bisher als 
wertlos betrachteten Hemofiltrat aufgereinigt werden kann> um als wiaschaftlich 
vcrwertbare Substanz benutzt zu werden. 

Damit wurde ein Molekul entdeckt, dessen Struktur bisher unbekannt war und dessen 
Bildungsstatte im KOrper noch ungeklan ist. Die therapeutische und wirtschaftliche 
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Verwendung wurde gepriift und das HF-COLL-18/514cf wurde Qberraschenderweisc als 
wichliges ziriculierendes Peplid des menschlichen Blutes erkannt. 

Der genannte Sto£FHF-COLL-18/514cf ist weiter dadurch gekennzeichnei, daB er durch 
chemische Synthese und durch gentechnologische Produfction gewonnen werden kann und 
Qberraschendenveise fur zahlreiche weitere Belange genuui werden kann, u.a, for die 
Analyse im menscMichen Blut als pathognomonisches Diagnosemerkmal von 
Erkrankungen des Binde- und Stutzgewebes, insbcsondere Osteoporose, des 
Urogenitaltrakies sowie des Respirationstraktes. des cardiovascul&ren Sytems und des 
Nervenapparates, 

Die vorUegende Erfindung betriffl also ein neues Peptid. das HF-COLL-18/514ct seine 
Herstellung, dieses enthaltende Arzneimittel sowie dieses enthaliende Aufbereitungen und 
seine Verwendung dafUr. 

Das Biutpepttd HF-COLL-18/514cf hat die aminoterminale Sequenz 

VaUAla-Ar^'Asri-Ser^PrO'Leu-Ser'Glv'Cflv-Met'Ar &'GM^ 

CvS'Ph€'Gln-Gln-AIa-Arff'AIa>VaI-GlV'Leu... 

sowie seine naturlichen und phannakologisch vertraglichen Derivate, insbesondere 
amidierte. acetylierte, phosphorylierte und glycosylierte HF-COLL.18/514cf-Derivate und 
Fragmente des Peptides, Durch Massenspektroraetrie konnte ein Molekulargewicht von 
18.493(3) Dalton festgesiellt werden. 

Damit ist weiter Aufgabe der vorlkegenden Erfindung, ein neues Peptid. das HF-COLL- 
18/514cf . bereitzustellen, das dadurch gekennzeichnet ist, daO es als ein gut zugtagliches 
Arzneimittel mit biologisch und therapeutischer Aktivitat cines naturlichen Analogous des 
im Blut vorkommenden StofFes verwandt werden kann. 

Weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereiistellung eines 
Herstellungsverfahrens fur dieses HF-COLL-18/514cf sowie die Anwendung des HF- 
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COLL- 1 8/5 14cf als Arzneimittel fur verschicdene therapeutische und diagnostische 
IndikationetL Dazu kann das HF.COLL-18/514cf als hochreiner Sioff oder - wenn fUr die 
besiimmte Verwendung ausreichend - innerhalb eines teilweise aufgereinigten 
Peptidgemisches verwandl werden. 

Die vorliegende Erfindving betrifil wdter verschiedene Verfahren zur Herstellung dieses 
HF-COLL-1 8/5 14cf Oder seiner Derivate dadurch gekranzeichnei, daB dieses Uber eine 
prokaryontische oder eine eukaryontische Expression hergesteUt und chromatographisch 
gereinigt wird, sowie etn weiteres Verfahren zur Herstellung der HF-COLL-18/514cf 
bezogenen Molekule bzw. seiner Derivate, indem man es aus menschlichem Blut abcr 
Chromatographie- Verfahren in bekannter Weise isoliert, und schlieBlich ein Verfahren zur 
Herstellung des HF-COLL- 1 8/5 14cf oder seiner Derivate, indem man diese HF-COLL- 
18/514cf-MolekQle durch die ublichen Verfahren der Festphasen- und Fliissigphasen- 
Synthese aus den geschutzten Aminos&uren. die in der angegebenen Sequenz enthaltcn 
sind, herstellt, deblockiert und es mit den gtogigen Chromatographie- Verfahren reinigt. 

Die Arzneimitielzubereitung enthalt HF-COLL-18/514cf oder ein physiologisch 
vertragliches Salz des HF-COLL-18/514cf Die Form und Zusaminensetzung dcs 
Arzneimittels. welches das HF-COLL-lS/SHcf enthalt. richtet sich nach der Art der 
Verabreichung. Das humane HF-COLL-18/514cf kann parenteral, mtranasal, oral und 
mittels Inhalation verabreicht werden. Vorzugsweise wird HF-COLL-18/514cf zu einem 
Injektionspraparat, entweder als Ldsung oder als Lyophilisat zur Auflftsung unmittelbar 
vor Gebrauch, konfektioniert. Die Arzneimittelzubereitung kann auDerdem Hilfsstoffe 
enthalten, die abffiUtechnisch bedingt sind. einen Beitrag zur LOslichkeit. Stabiliiat oder 
Sterilitat des Arzneimittels leisten oder den Wirkungsgrad der Aulhahme in den KOrper 
erhdhen. 

Die zu verabreichende Tagesdosis fur HF-COLL-18/514cf hangt von der Indikation und 
der Anwendung bestimmter Derivate ab. Bei i.v./i.m. Injektion liegi sie im Bereich von 
100 bis 1200 Einheiten (figVTag, bei tftgUcher subcutaner Injektion vorzugsweise bei 300 
- 2400 Einheiten (jig)/Tag. 
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Das erfindungsgemaBe Peptid HF-COLL-18/514cf ist dadurch gekennzeichnet, dafl es sich 
besonders auch fUr die Langzeit-Therapie bei Osteoporose oder anderen Erkrankungen 
des StuU- und Bindegewebes eignet und bei Dauerbehandlung keine ImmunreakUon 
ausl6st. 

Das erfindungsgemaBe Praparat ist weiter als Mitiel zur Therapie und Diagnose bei 
StofS^vechselerkrankungen des StOtz- und Bindegewebes, der Atemwege, des Ilerz- 
Kreislauftystems und Urogenitalapparates sowie des Nervensystems einzusetzen, da es zur 
Herstellung von human vertraglichen AntikOrpem vwwandt werden kann die geeignet 
sind, Anderungen der Stofiwechsellage dieser Organe festzustellen oder zu beeinflussen. 
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Beispiel 

Isolierung und Charakterisicrung von zirkulierendem HF-COLL^18/514cf aus 
bumanem HMmofiltrat 

Als Ausgangsmaterial wurde Hemofiltrat venvendet, das in groDen Mengen bei der 
Behandlung niereninsuflfizienter Patienten anfaUt und alle Plasmabcstandieile bis zu einer 
MolekalgrftBe von etwa 20.000 Dalton enthalt. 

L Gewinnung des Rohpeptidmaterialg 

Das Hemofiltrat wurde mittels einer Hemofiltrationsanlage der Firma Sartorius unter 
Verwendung von Cellulosetriacetat-Filtem mit einer AusschluBgrOBe von 20.000 Dalton 
(Typ SM 40042, Sartorius, Gottingen, BRD) gewonnen. Das Filtrat stammte von 
niereninsuffizienten Patienten, die sich durch Langzeit-Hemofiltration in einer stabilen 
StofiWechsellage befenden, und wurde unmitielbar nach der Gewinnung mittels Ansiiuem 
und Abkuhlung auf 4 gegen proteolytischen Abbau geschutzt. In vier Extraktionen mit 
einer Kationenaustauschers^ule (TSK SP 650(M), Merck, Darmstadt, DE) wurden 2860 1 
Hamofiltrat verarbeitet. 93% der gepoolten Extrakte v/urden auf dem obengenannten 
Saulenmaterial nacheinander durch verschiedene Puflfer mit unterschiedlichen pH-Werten 
eluiert. Die Rohfraktionen wurden anschliefiend geftiergetrocknet. 

n. Praparattve RP-Chromatographie 

500 mg von 2200 mg der letzten Rohfiraktion wurden mittels prflparativer RP- 
Chromatographie grob nach Hydrophobizitat getrennt. Von einer PrcpPak Cartridge mil 
den Dimensionen 47 x 300 mm der Finna Waters wurden Fraktionen abgesammelt. Die 
Fraktion 3 1, wurde fur die weitere Aufi-einigung benutzt. 



Gerat; 



Material: 



Eluent B: 



Eluent A: 



Saule: 



BioCad HPLC (Perseptive Biosystems, Freiburg, DE) 
Waters PrepPak Cartridge 47 x 300 mm 
Vydac, 300 A, 15 - 20 pm 
Wasser mit lOmM HCl 
Methanol mit lOmM HCI 



Gradient: 



0- 50% Eluent B 28,57 min 
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FluBraie: 

Fraktionen: 

Absorption: 



50 . 95 % Eluent B 
95 % Eluent B 
35 ml / min 
50 ml bzw. 1,43 min 
230 nm und 280 nm 



61.43 min 
5,71 min 



in- Erste analytischc RP-HFLC 

UV- Absorption wihrend der anaiytischen RP-Chromatographie der Frakiion 31. die aus 
der Auftrennung in Abbildung 1 gewonnen wurde. In einem Gradienten auf einer Vydac- 
Saule (10 X 250 mm Stahlmantel, Material: RP C18. 300 A. 5 jim) konnte eine weitcrc 
Aufkrennung erzielt werden. Die Eluenten waren Wasser mit 0,1 Vol% Trifluoressigsaure 
und Acetonitril mit 0,1 Vol% Trifluoressig&aure, 
Gerat: Kontron HPLC-Anlage 
Saule: Vydac, Stahlmantel 10 x 250 mm 
Material: Vydac RP-C18, 300 A, 5 ^m 

Wasser mit 0,1 Vol% Trifluoressigsaure 
Acetonitril mit 0,1 Vol% Trifluoressigsaure 



Eluent A 
Eluent B: 
Gradient: 



FluBrate: 
Fraktionen: 



0- 60% 
60- 80% 
80 . 0 % 
2 ml / min 
2 ml bzw. Imin 



Eluent B 
Eluent B 
Eluent B 



50 
5 



mm 
min 
min 



Absorption; 230 nm 



IV. Entdeckung der molekularen Masse des HF-COLL-18/514cf mittels MALDI- 
TOF'Masseaspektromeirie 

Mit einem Vestec BT U (Vestec, Houston, Texas, USA) wurden Massenspektren von dem 
nativen, gereinigten HF-COLL-18/514cf aus der Praparation im Schritt IH mit alpha- 
Cyano-4-hydroxyzimtsaure als Matrix gemessen. Es zeigen sich Peaks von dem einfach, 
zweifach und dreifach protoniertem Molekul. Eine molekulare Masse von 18,5 Kilodalton 
bestimmt. Verschiedene Nebenbestandteile sind noch sichtbar. In den Fraktionen 45 und 
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46 wurde einc molekulare Masse von 18,5 Kilodalton entdeckt. 



V. Zweite analytische RP-HPLC 

In einer abschlieBenden analytischen RP-Chromatographie von den gepoolten Fraktionen 
45 und 46, die aus der Auftrennung in Schritt III gewonnen VAxrden, konnte in der 
Fraktion 25 hochauflgercinigtes HF-COLL-lSy514cf isoUert werden. 



Gerat: 
Saule: 
Material: 
Eluent A: 
EluentB: 

Gradient: 



Fluflraxe: 

Fraktionen: 

Absorption: 



Koniron HPLC (Kontron, MOnchen, DE) 

YMC. Stahlmantel 4,6 x 250 mm 

YMCRP-CI&, 300 A, 5 Jim 

Wasscr mit 0,1 Vol% Trifhioressigsaure 

80 % Acetonitril, 20 % Wasser 

(V : V) mit 0,1 Vol% Trifluoressigsaure 



0- 30% EluentB 
30- 80% EluentB 
80-100% EluentB 
100 % Eluent B 
0,6 ml / min 
manuell abgesanmielt 
230 nm und 280 nm 



5 

150 
5 



mm 
min 
min 
min 



VI, Reinheitsbestimmung mittels Kapillar-Zonco-Elektrophoresc 

5 \il der Fraktion 25 wurden direkt zur Messung in der Kapillar-Zonen-Elektrophorese 
verwcndet. Das Elektropherogramm zeigt lediglich einen Peak und keine weiteren Peaks 
von Nebenbestandteilen. Dieses Ergebnis zeigt. dafi in der Endreinigungssiufe ein 
hochreines HF-CbLL-18/514cf vorlag. 



Gerat: P/ACE System 2000, Beckman Instruments GmbH, MUnchen, DE 

Kapillare; Unooated Fused Silica, 500 mm x 75 ^m ID 
Puffer: 1 00 mM Natriumphosphat pH 2,5 

0,02 % Hydroxypropylmethylcellulose 

Temperatur: 25 
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Injektion: 20 sec entspricht 120 nl 
Laufzeit: 25 Minuten 
Sirom: 80 mA, konsianl 

Absorption: 200 nm 

Vn. Bestimmung der molekularen Masse von HF-COLcL-18/5l4cr 

Mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie auf einem Vesiec BT H des nativen. 
gerdnigten HF-COLL-18/514cf aus Fraktion 25 im Schriit V konnten auf zwei Matrices 
(alpha-Cyano-4-hydroxyzimtsaure und 2,5-Dihydro5Qrbenzoesaure) Spektren erhalien 
v/erden. Es zeigen sich Peaks von dem einfach, zwdfach und dreifach protonienem 
Molekul. Die molekulare Masse wird mit 18507(20) Dalton bestinimi. Nebenbestandteile 
sind nicht sichtbar. 

Fur eine genauere Bestimmung der molekularen Masse des nativen, gereinigten HF- 
COLL-18/514cf wurde aus Fraktion 25 des Scbrittes V zus^tzlich ein Massenspektrum 
mit einem Elektrospray-Massenspektrometer (Sciex API III. Perkin-Elraer, Langen, DE) 
gemessen. Es zeigen sich Peaks von dem acht- bis elffach protoniertem MoIekuL Die 
molekulare Masse von HF-COLL- 1 8/5 14cf wird hier mit 18493(3) Dalton bestimmt. 
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PatentansprUche 

1 . HF-COLL- 1 8/5 1 4cf mit der aminoterminalen Sequenz 
Cvs-Phe-Gln-GIn^Ala'Arg'Ala-VaUGlv'Leu... 

sowie seine naturiichen iind pharmakologisch vertrfiglichen Derivate, insbesondere 
amidierte. acetylierte, phosphorylicrte und glycosylierte HF-COLL- 1 8/5 14cf -Derivate. 
Weiterhin naturiicbe iind kunstliche Fragmente mit biologischer Wirkung, die aus der 
Aminos&urensequenz abgeleitet werdcn. 

2. Veifahren zur Herstellung de$ HF-COLL- 1 8/5 14cf oder seiner Derivate und seiner 
Fragmente nach Anspruch 1 dadurch gekennzeidinet, dafl dieses Ober eine 
prokaryontische odcr eine eukaryontische Expression hergestellt und chromatographisch 
gereinigt wird. 

3. Verfahren zur Herstellung des HF-COLL-18/514cf oder seiner Derivate und seiner 
Fragmente nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet. dafl man es aus menschlichem Blut 
Qber ubiiche Chromatographie- Verfahren in bekannter Weise isoliert. 

4. Verfehren zur Herstellung des Hh-COLL-lS/SMcf oder seiner Derivate und seiner 
Fragmente nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB man das HF-COLL- 1 8/5 14cf 
Oder seine Derivate durch die ublichen Verfahren der Festphasen- und Fliissigphasen- 
Synthese aus den geschtttzten AminosSuren, die in der ausgegebenen Sequenz enthalten 
sind, herstellt, deblockiert und es mit den gtogigen Chromatographie- Verfahren reinigt. 

5. Arzneimittel» enthaltend das humane, zirkulierende HF-COLL- 1 8/5 14cf oder seiner 
Derivate und seiner Fragmente nach Anspruch 1 oder hergestellt nach Anspruchen 2 bis 4. 
das HF-COLL- 1 8/5 14cf als aktiven WirkstofFneben ublichen Hilfs- und Zusatzstoflfen. 



10 



^Peptide Research Tijp^r .49-511-5466101 ^'^^^ 5if 54&10T Nr. 006 B.13 

^ ..22 APR '96 13:29 



6. Vwwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 zur Behandlung von Erkrankungen 
des tnenschlichen Organismus, insbesond»e mit Beteiligung des Stutz- und 
Bindegewebcs. 

7. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 zur B^iandlung von Erkrankungen 
des menschlichen Organismus, insbesondere mit Beteiligung der Aiemwege und des 
Urogenitalapparates. 

8. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 zur Behandlung von Erkrankungen 
des menschlichen Organismus, insbesondere mit Beteiligung des Herzkreislauf- und 
Nttvensystems. 

9. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch S zur BehandluAg von Erkrankungen 
des menschlichen Organismus, insbesondere mit Beteiligung des Intugementes und der 
Sinnesorgane. 

10. Verwendung des Arzneimittels nadi Anspruch 5 zur Behandlung von 
Systemerkrankungen bei Uberproduktion oder Mangel von HF-COLL-18/514cf 
insbesondere bei z.B. durch Anwendung gegen dieses gebildete Antikorper oder zur 
Verwendung von HF-COLL-1 8/5 14cf zur Substitutionstherapie. 

11. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 zur Behandlung von chronischen 
Erkrankimgen, teils vergesellschaftet mit Erkrankungen gem&fi Anspriichen 6 bis 10, 
indem es in geeigneter Form fur die Behandlung £Qr die Elekirolytwirkung bei 
Erkrankungen auf den Knochenumbau (Osteoporose) oder am Zahnapparat benutzt wird. 

12. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 3 zur Behandlung von akuten 
Erkrankungen, gemaB Anspriichen 6 bis 12, indem es in geeigneter Form fur die 
Behandlung in der Iniensivpflege dieser Erkrankungen benutzt wird. 

13. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 zur Diagnose von Erkrankungen, 
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insbesondere nach irgendeinem der Anspruche 6 bis 12, indem spezifische Antikdrper 
gegen synthetische TeilstQcke oder das gcsamte Peptid oder seiner Derivate und seiner 
Fragmeme hergestellt warden und die BlutkonzentraUon HF-COLL-18/514cf uber 
Immuntests gemessen wird. 

14. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 in vmchiedenen galenischen 
Applikationsformen. insbesondere der iyophilisierten, nut Mannit aufgenommenen Form in 
sterilen Ampullen zur Auflosung in physiologischer KochsalzIOsung und/oder 
Infudonsldsungen zur wiederholten Einzdinjektion und/oder Daueiinftision in Mengen 
von 30 Mikrogramm bis 30 NfilUgramm reines HF-COLL-18/514cf pro Therapie-Einheit. 
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